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論文内容要旨
小児歯科領域においては，脱落乳歯内に存在する歯髄幹細胞が注目されており，再生医療への応用
が期待されている。この歯髄幹細胞に代表される間葉系幹細胞は，iPS 細胞や ES細胞と比較して，
腫瘍形成が無いことから，安全な幹細胞として注目されており，これら間葉系幹細胞から様々な組織
への分化誘導法の開発は，再生医療の実現のために必要な技術である。Hedgehog（Hh）ファミリー
は，骨格形成に重要な働きを演じていると考えられており，本研究ではHhシグナルを活性化する小
分子化合物Hh－Ag	1.3およびHh－Ag	1.7の，マウス間葉系幹細胞株C3H10T1/2細胞に対する生物活
性を検討した。C3H10T1/2細胞に両小分子化合物を添加するとHhシグナルの標的遺伝子であるGli1
遺伝子の発現増強が認められ，両小分子化合物はC3H10T1/2細胞においてHhシグナルの作動薬とし
て働くことが示された。また両小分子化合物は，C3H10T1/2細胞のアルカリフォスファターゼ活性
を上昇させ，さらに骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現を促進した。C3H10T1/2細胞は BMP－2によ
り骨芽細胞へと分化するが，骨芽細胞誘導が認められない低濃度のBMP－2（20ng/ml）とHh－Ag	1.3
またはHh－Ag	1.7を共に培地に添加，培養すると，両小分子化合物は低濃度のBMP－2の作用を増強
させ，骨芽細胞へと分化誘導させた。C3H10T1/2細胞に BMP－2と Hh－Ag	1.3またはHh－Ag	1.7を添
加し，石灰化誘導培地にて培養すると，BMP－2での刺激では全く誘導されなかった石灰化がBMP－2
と両小分子化合物添加群では石灰化が誘導され，Hh－Ag	1.7はより強い骨芽細胞の成熟・石灰化に関
わる事が示された。そこでHh－Ag	1.7による骨芽細胞分化誘導能について検討した結果，Hh－Ag	1.7
は Hh－Ag	1.3と異なり骨芽細胞分化マーカー遺伝子のうち，Runx2の下流に位置するOsterix/Sp7の
遺伝子発現を特異的に亢進させ，間葉系幹細胞を骨芽細胞へと分化誘導すること示した。さらにHh－
Ag	1.7は Runx2欠損マウスより樹立されたRD－127細胞においても骨芽細胞分化を誘導した。本研究
で特定した両小分子化合物は，間葉系幹細胞から骨芽細胞分化を誘導し，その作用はBMP － 2の存在
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下で相乗的に増強された。今後，骨芽細胞と類似の分化過程を有する象牙芽細胞についてもこれらの
小分子化合物の影響を検討することで，骨のみならず象牙質再生をめざした新たな治療法の開発に貢
献できるものと期待される。
審査結果要旨
本論文は，ヘッジホッグ（Hedgehog，Hh）ファミリーの作動薬であるHh－Ag1.3およびHh－Ag1.7
の骨芽細胞分化に及ぼす影響を明らかにした論文である。
小児歯科領域の分野において，脱落乳歯内に存在する歯髄幹細胞が注目されており，再生医療への
応用が期待されている。この歯髄幹細胞に代表される間葉系幹細胞は，iPS 細胞や ES細胞と比較し
て，腫瘍形成が無い事から，安全な幹細胞として注目されており，これら間葉系幹細胞の分化誘導法
の開発は再生医療の実現のために必要な技術である。これまで間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化に
Bone	morphogenetic	protein（Bmp）を含む様々なシグナル分子が関わる事が報告されており，これ
らの分子を用いた骨折治療薬の開発が行われてきた。これらシグナル分子の中で，Hedgehog（Hh）
ファミリーは受容体である Patched と結合し，Smoothened の抑制効果を解除することでHhシグナ
ルの標的遺伝子であるGli ファミリーの転写の活性化を介して骨格形成に関与することが報告されて
いる。このHhシグナルに関して，近年においては直接 Smoothened に結合する作動薬が開発され，
これらを用いて運動ニューロンを機能回復した例も報告されている。そこで本研究ではHhシグナル
を活性化する化合物の中でも，骨芽細胞分化促進効果を持つHh－Ag	1.3およびHh－Ag	1.7を用いて，
骨再生に及ぼす影響を詳細に解析した。
本論文ではマウス間葉系細胞であるC3H10T1/2を用いてHh－Ag	1.3およびHh－Ag	1.7の骨芽細胞
分化に及ぼす影響を解析した。最初に，同化合物がHhの作動薬として働くかを解析するため，Hh
シグナルの標的であるGli遺伝子の発現に及ぼす影響を調べた。その結果，これらの化合物はGli遺伝
子の発現を上昇することから，Hhシグナルの作動薬として働く事が確認された。次に骨再生に及ぼ
す影響を調べたところ，分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ活性を上昇し，さらに骨芽
細胞分化マーカー遺伝子の発現も上昇させた。次に骨芽細胞分化を促進するシグナル分子のBmp － 2
との関係を解析すると，Hh－Ag	1.3およびHh－Ag	1.7は低濃度のBmp－2と相乗してCH310T1/2を骨
芽細胞に分化促進する事が分かり，さらにHh－Ag	1.7は Hh－Ag	1.3と比較してより強いBmp－2との
相乗効果を示した。そこでHh－Ag	1.7を用いて解析したところ，この化合物はBmps あるいは Bmps
受容体の発現上昇には関与せず，骨形成のマスター遺伝子である osterix の発現を上昇することで
骨芽細胞分化に関与する事が判明した。またBmp－2と相乗してHh－Ag	1.7は，osterix の上流として
知られている runt － related	transcription	factor（Runx2）の発現を介さずに骨芽細胞分化を促進す
る事も判明した。この結果よりHh － Ag	1.7は，Runx2を介さないで骨芽細胞分化を誘導するmustle	
segmenthomeobox（Msx）2あるいはdistal－less	homeobox（Dlx）5を活性化する事が示唆された。
これまでBmp － 2は骨折治癒に効果的であることが報告されているが，高濃度を必要とするためそ
の応用には費用面の課題が残されていた。本研究成果により，Hh － Ag	1.3およびHh － Ag	1.7による
Bmp－2の相乗作用は，今後のBmp製剤を用いた骨折の臨床研究において，治療費用の軽減および治
療効果の向上に大きく貢献することが期待される。また象牙芽細胞分化機構は骨芽細胞分化と同様の
シグナル経路で制御されていることから，歯髄幹細胞から象牙芽細胞分化誘導にも有効性が考えられ
る。第二象牙質形成あるいは生活歯髄切断法における象牙質再生は小児歯科においても重要な項目で
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あり，本研究成果よりHh－Ag	1.3およびHh－Ag	1.7は新規覆髄材料開発へ発展することが期待される。
よって本論文は，骨芽細胞分化機構のみならず小異発達歯科学分野における象牙質再生機構の解明
にも有用な知見を提供する事が期待され，博士（歯学）に相応しい内容と判断する。
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